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学位論文要 旨
ＮＣvelorganiciontransporterfamily，ＯＣＴＮｓ行omhumanandmousewereidentifiedand
characterizedOCTNsareexpressedstrongIyinvarioustissues，includingkidney，heart，
skeletalmuscleandplacentaOCTNsexhibitedmultifunctionalitybytransportingbothofa
physioIogical1yimportantcarnitineandaxenobioticorganiccation,tetraethylammonium(TEA)．
Especially,secondmemberofOCTNfamily,ＯＣＴＮ２,transportscarnitineandorganiｃｃａｔｉｏｎｉｎ
Ｎａ十一dependentandindependentmanners，respectively．｜naphenotypingmousemodelwith
pnmarysystemiccarnitinedeficiency(SCD),〃venﾉﾉeviscela/sfeofDsjS(/vs)mouseandhuman
SCDpatients,severaIkindsofmutationinOCTN2genewerefound,demonstratingthatOCTN2
isacausativegeneforSCD1nterestingly,ｓｉｎｃｅｏｎｅｍｕｔａｔｉｏｎｏｆｈｕｍａｎＯＣＴＮ２１ｏstcarnitine
transportactivitybutretainedTEAtransportactivity,itwassuggestedthatOCTN2hasdifferential
fUnctionalsitesforcarnitineandorganiccations，TheembryonicfibrobIastsfromノｖｓｍｉｃｅａｎｄ
/vsmOCTN2-expressingcellsexhibitedsignificantIydecreasedtransｐｏｒｔｏｆ［１℃]TEA・
Pharmacokineticanalysisof[１℃]TEAdispositiondemonstratedthatﾉvｓｍｉｃｅｓｈoweddecreased
tissuedistributionandrenalsecretoryclearance、 lntransportexperimentsusing
mOCTN2-expressingcells，TEAandcarnitineshowedmutual妬､s-stimulationeffectsintheir
tra､Sports,implyingacarnitine/organiccationexchangemechanismTheseresultssuggested
thatOCTNsarethoughttobemultifunctionaltransportersbytransportingaphysiologically
importantcamitineandxenobioticorganiccations，andwouldbeimportantfordispositionof
organiccationicdrugsaswelIascarnitine．
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緒言：生体に必須な極性の高い栄養物は細胞膜透過に膜輸送担体（トランスポーター）の介在が必
要である．これらトランスポーターの実体は長い間明らかにされなかったが，最近の遺伝子ク□－
ニングなど分子生物学的手法の進歩により分子レベルでの証明が進みつつある.一方,薬物の吸収，
分布，排泄には多くの細胞膜輸送過程が含まれ，従来，この膜輸送過程は脂溶性や分子サイズなど
物理化学的性質に依存すると考えられていたが,これら諸性質では説明できない現象が多々報告さ
れていた．さらに，栄養物輸送に働くトランスポーターが，異物である薬物を誤認識し輸送する現
象が報告され，さらに，これらトランスポーターの機能異常・欠損と種々の遺伝病との関わりが報
告されていることから，トランスポーターの分子レベルでの同定･機能解析は栄養物のみならず薬
物の体内動態ならびに遺伝病との関連性を理解するために重要な知見を与える．本研究では，有機
カチオントランスポーターOCTNsの遺伝子クローニング,組織分布,機能解析を行い,過去に組織・
細胞レベルで存在が示唆されていたNa+依存的な高親和性カルニチントランスポーターの実体であ
ることを見出し,古くから遺伝病として知られていた全身性カルニチン欠乏症との関連性を明らか
にした．また，OCTN2が有機カチオントランスポーターとして薬物の組織分布や排泄へ深く関わっ
ていることも明らかにした．
1．有機カチオントランスポーターOCTN2の構造・機能解析：カルニチンは細胞内で脂肪酸のβ-酸
化に重要な役割を演じているが,その高い極性のため受動拡散のみでは細胞内へ移行することは困
難である．それ故，脂肪酸のβ-酸化による高いエネルギー供給を必要とする腎臓，心臓，骨格筋
などの組織細胞膜表面にはカルニチンを輸送するトランスポーターの存在が示唆されていたが，ト
ランスポーター蛋白の実体については依然として明確ではなかった．本研究では，新規有機カチオ
ントランスポーターOCTN1のホモログとして，ヒト腎臓ｃＤＮＡライブラリーよりOCTN2をクローニ
ングし,組織分布および機能解析を行なった.ヒトOCTN2はその遺伝子配列よりアミノ酸557残基，
１２回膜貫通型の膜タンパク質と推定され，有機カチオントランスポーターファミリーＯＣＴＳと約
30％の相同性を有していた．NorthernB1ot解析の結果，OCTN2は腎臓，骨格筋，胎盤，心臓など
広く生体内に分布し，その他に複数の腫瘍細胞においても検出された．HEK293細胞を用いた遺伝
子発現系により，OCTN2の有機カチオン輸送活性を検討したところ，［１℃]テトラエチルアンモニウ
ム（TEA)の取込みは既知のOCTN1に比べ小さかった．さらに，OCTN2の組織分布は過去に高いカル
ニチン輸送活性が報告されている組織と良く一致していたことから,カルニチンの輸送を検討した
ところ，OCTN2による[$H]カルニチンの輸送は著しく大きく，その輸送はNa+依存性を示し，Ｋｍ値
は4.3匹Ｍと高親和性であった．また，この輸送はγ-プチロベタイン，アセチルカルニチンなどの
カルニチン類縁体により強く阻害され，リジン，タウリンなどのアミノ酸やコリンやγ‐アミノ酪
酸などでは阻害されなかった．これらの輸送特性は過去に心臓，胎盤，腎臓などの組織で観察され
たＮａ+依存的高親和性カルニチントランスポーターの輸送特性と極めて良く一致した．従って，新
規トランスポーターOCTN2はＮａ+依存的高親和性カルニチントランスポーターの実体であると結論
した．
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2．全身性カルニチン欠乏症（SCD)の原因としての〃刀U2遺伝子変異：ＳＣＤは組織細胞膜上のＮａ＋
依存的高親和性カルニチントランスポーターの機能異常あるいは欠損により惹起され,心筋症や骨
格筋症など重篤な症状を呈する遺伝病として知られている.一方,金沢大学で発見されたｊｗｅｎﾌﾟ7e
Wscera7steatosﾌﾟｓ（jvs）マウスは生後，脂肪肝，心肥大などの症状を呈し，かつSCD患者と同
様にＮａ+依存的高親和性カルニチントランスポーターの機能異常を有することから，ＳＣＤの動物モ
デルとして位置付けられている.本研究ではSCD患者およびjvsマウスの００刀V2遺伝子および機能
解析を行い，ＳＣＤとの関連性を検討した．ヒトOCTN2遺伝子配列を基に正常およびjvsマウスの遺
伝子をクローニングし機能解析を行ったところ，マウスOCTN2は５５７個のアミノ酸から成りヒト
OCTN2と８６％の相同性を有することが示された．jvSマウスDC刀V2の遺伝子解析を行ったところ，
352番目のアミノ酸ロイシンがアルギニンヘと点突然変異していることが明らかとなった．次に，
正常およびjvsマウス０C刀V2遺伝子を導入したHEK293細胞においてカルニチン輸送特性を検討し
たところ，jvsマウスではNa+依存的なカルニチンの輸送が完全に欠損していた．一方，３組の異な
るSCD患者の家系からクローニングしたOC77V2遺伝子解析からはフレームシフト,－部配列の欠損，
スプライシング部位の変異などが見出され,いずれも成熟蛋白質合成あるいは輸送機能を失ってい
ることが予測された．以上より古くから遺伝病として知られていたＳＣＤはＮａ+依存的高親和性カル
ニチントランスポーターOCTN2の遺伝子変異により惹起されていることが明らかになった．
3．OCTN2によるカルニチン輸送とその薬理学的および毒性学的関連性：カルニチン欠乏症は食餌
制限によるカルニチンやその合成原料の供給低下やある種の薬物服用により２>欠的に惹起される
ことが知られている.薬物服用により誘導されるカルニチン欠乏症は腎臓でのカルニチン再吸収の
低下や骨格筋におけるカルニチン輸送が薬物により阻害されることが原因の一つであると考えら
れている.本研究ではヒトOCTN2によるカルニチン輸送と薬物誘導型カルニチン欠乏症との因果関
係や薬物トランスポーターとしての新たな側面についてさらに検討した.OCTN2によるカルニチン
ならびにアセチルカルニチンの輸送はＮａとの１：１の輸送であり，またカルニチン輸送は種々の鎖
長のアシルカルニチンにより阻害されたことから，OCTN2はカルニチン類全般の輸送に関与してい
る可能性が示唆された．OCTN2によるカルニチン取込みは種々のカチオン系および両性イオン系薬
物により阻害され,薬物の服用によりカルニチン輸送が影響を受ける可能性が示唆された．特|こエ
メチン，セファロリジンやバルプロ酸の惹起するカルニチン欠乏症様症状や腎障害などの原因に
OCTN2が関与している可能性が示唆された．このようにOCTN2がカチオン系薬物を認識することか
ら,OCTN2による実質的な輸送について検討した.その結果OCTN2はカルニチン類のみならずTEA，
ピリラミン，キニジン，ベラパミルなど種々のカチオン系薬物を輸送し，かつカルニチン類はNa＋
依存的に，カチオン系薬物はNa+非依存的に輸送することが明らかになった．以上よりOCTN2は生
理学的に重要であるばかりではなく，薬理学的および毒性学的な側面においても関連性を持つ極め
て重要なトランスポーターであると考えられた．
４．マウスOCTＮファミリーのカルニチンおよび有機カチオン輸送：jvsマウスでは種々の組織．
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臓器において，カルニチンの組織-血漿中濃度比(Kp値)が正常マウスと比較箸し〈低下しているこ
とが報告されている．しかし，これらの臓器中には依然としてカルニチンのＫｐ値が１以上を示す
臓器が存在し，カルニチンが濃縮的に細胞内に蓄積していることも示唆されている．一方，種々の
組織ではOCTN2の他のカルニチン輸送を担うトランスポーターの存在が示唆されており，カルニチ
ンの細胞膜輸送は未だ不明確な点が多い．本研究ではマウスから新たにOCTＮトランスポーターを
クローニングし，そのカルニチンおよび有機カチオン輸送特性を比較検討した．マウスからOCTN2
の他にOCTN1，OCTN3のクローニングに成功し，それぞれ553,564個のアミノ酸から成る膜蛋白質
であり，ヒトOCTN2とはそれぞれ72,79％の相同性を有していることが推察された．OCTNsは有機
カチオントランスポーターＯＣＴＳや有機アニオントランスポーターＯＡＴＳと約30-40％の相同性を
有し，それらとは異なるファミリーを形成していると推察された．PCR解析からマウスOCTN1およ
びOCTN2は種々の組織に広く分布し，特に腎臓，肝臓および精巣に強い発現が確認された．一方，
OCTN3は精巣と腎臓にのみ発現が認められ,特に精巣での発現が強く組織局在型のトランスポータ
ーであると推察された.OCTNsの［3H]カルニチンおよび['ＩＣ]TEAの取込みを比較したところ,OCTN3
はカルニチンに対し特異性が高く,OCTN1は比較的TEAに対する特異性が高いことが明らかとなり，
さらにOCTN2はOCTN1およびOCTN3の中間の輸送特性を有することが明らかとなった.OCTN1,OCTN2
によるカルニチン輸送はNa+依存的であったが,OCTN3はNa+非依存的である非常に興味深い知見が
得られた．以上よりマウスOCTNsはカルニチンや有機カチオンを輸送するという多機能性を有し，
それぞれファミリー間で異なる生理的役割を演じていることが示唆された．
５．マウスOCTN2の多機能性と有機カチオン輸送機能解析：OCTN2のカルニチン輸送に対する重要
性はその機能欠損がＳＣＤを惹起することからも明確であるが，有機カチオン輸送に対するOCTN2
の生理的重要性は未だ明らかではない．本研究ではOCTN2によるカルニチン輸送機能を欠損した
jvsおよび正常マウス胎児線維芽細胞，jvsおよび正常マウスOCTN2遺伝子発現系によりTEA輸送
活性を検討した．ノI/sマウス胎児線維芽細胞におけるTEA取込みは正常マウスのそれと比較し有意
に低く，かつjvsマウスDC刀V2遺伝子発現系ではTEA取込みがMock細胞とほぼ同レベルであり，
有機カチオン輸送機能も欠損していることが示された．従って，ノレsマウスはOCTN2の有機カチオ
ン輸送に対する重要性を示すモデル動物として極めて有用であると考え，jI/sマウスにおけるＴＥＡ
動態について検討を加えた．［１℃]TEAを正常ならびにjvsマウスに静脈内投与し血漿中濃度，尿中
排泄および各組織におけるＫｐ値を比較した．jvsマウスでは全身クリアランス，腎分泌クリアラ
ンスの有意な低下が観察され，肺，肝臓あるいは脾臓でのＫｐ値が有意に低下した．一方，腎臓で
は有意なＫＰ値の増加が観察され，尿細管管腔側での排泄低下が示された．正常マウスOCTN2発現
系を用いた検討からＴＥＡおよびカルニチン輸送は相互にｔﾉw7sstimulation効果が観察され,互い
に交換輸送されている可能性が示唆された．即ち，OCTN2は腎臓において生体必須なカルニチンを
Ｎａ+依存的に再吸収し,不必要な有機カチオンをＮａ+非依存的に排泄するという生体にとって極めて
効率的な輸送機構を有することが示唆された.以上よりOCTN2は生体内でカルニチンのみならず有
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機カチオンの体内分布に関与し,特に腎臓においては尿細管管腔側で有機カチオンの分泌に関与し
ていることが示され,有機カチオン性薬物の体内動態に対しても影響を与える因子として重要であ
ると考えられた．
結論：本研究は，これまで分子レベルでの実体が不明であったＮａ+依存的高親和性カルニチントラ
ンスポーターがOCTN2であることを明らかにし，その遺伝子変異がカルニチン輸送機能の欠損．異
常を惹起し，SCDの原因と成ることも突き止めることに成功した．さらに，OCTＮトランスポーター
がNa+依存的,Ｎａ+非依存的にカルニチンや有機カチオンを輸送する多機能性を有することを明らか
にし，特にマウスにおいてはOCTN2が有機カチオンの生体内分布や腎排泄に大きく関与し，有機カ
チオン性薬物の体内動態に影響を与えることを明らかにした．
学位論文審査結果の要旨
力ルーチンは細胞内で脂肪酸のβ－酸化に重要な役割を演じており，細胞内への移行には特異的なトラン
スポーターの関与が必要であるが，その分子的実体は不明であった。本研究で，カルニチントランスポータ
ーと全身性カルニチン欠乏症（SCD）の原因遺伝子を世界で初めて特定した。得られた新規結果を下記に列挙
する。
(1)ヒトおよびマウス腎臓よりクローニングしたOCTN2は腎臓のほか広く生体内に分布しており，HEK293
細胞遺伝子発現系により，その輸送特性からOCTN2がＮａ+依存的高親和性カルニチントランスポーターの
実体であること。
(2)ＳＣＤ患者およびSCDのモデルとしての/uve"ﾉﾉevjsceraノsreat0S/ｓ（/vs）マウスのOCTN2遺伝子上に
変異が見出され，それらの力ルーチン輸送活性の消失が確認されたことから，ＳＣＤはOCTN2の遺伝子変異
による機能異常により惹起されていること。
(3)OCTN2によるカルニチン取込みは種々のカチオン系および両性イオン系薬物により阻害され，いくつか
のカチオン系薬物をＮａ+非依存的に輸送すること。
(4)OCTNl-3のカルニチンおよびtetraethylamonium（TEA）の取込みを比較したところ，それぞれのメン
バー間で異なる生理的役割を演じていること。
(5)ノワsマウスOCTN2発現系ではＴＥＡ取込みが観察されず有機カチオン輸送機能も欠損していること。ノリ'ｓ
マウスにおけるＴＥＡ動態の検討から，OCTN2は生体内で力ルーチンのみならず有機カチオンの体内動態が
変動したこと。
以上の結果は，トランスポーターと病態および薬物輸送との関わりを理解する上で重要な知見を与えるも
のであり，博士（薬学）論文に値すると認める。
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